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ABSTRAK 
Resistensi antibiotik amoksisilin dapat diakibatkan oleh bakteri Staphylococcus aureus yang memiliki gen 
spesifik mecA yang terdapat didalam kromosom dan plasmid bakteri. Gen ini dapat menyandi MRSA 
(Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) yang merupakan salah satu bentuk dari adanya resistensi 
antibiotik khususnya golongan betalaktam. Pendeteksian yang cepat serta akurat diperlukan untuk 
menentukan terapi antibiotik yang tepat untuk pasien ulkus diabetik. Metode yang digunakan secara in vitro 
yaitu ekstraksi bakteri dengan kit dan PCR (Polymerase Chain Reaction) konvensional, namun keberhasilan 
amplifikasi PCR dipengaruhi oleh suhu annealing yang optimal dalam proses penempelan primer.  Oleh 
karena itu penelitian ini bertujuan untuk mengoptimasi suhu annealing untuk mendeteksi gen mecA 
menggunakan primer spesifik gen mecA forward 5’-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC- 3’ serta reverse 
5’-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3’ menggunakan suhu annealing 55°C selama 30 detik dan 60°C 
selama 10 detik . Hasilnya yaitu didapatkan gen mecA pada isolat bakteri Staphylococcus aureus pasien 
ulkus diabetik dengan ukuran 533 bp menggunakan suhu annealing 55°C selama 30 detik  dan tidak 
didapatkan hasil pada suhu annealing 60°C selama 10 detik. 
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ABSTRACT 
Amoxicillin antibiotic resistance can caused by Staphylococcus aureus bacteria that has a specific mecA 
gene inside chromosome and plasmid of bacteria. This gene can encode MRSA (Methicillin Resistant 
Staphylococcus aureus) which a form of antibiotic resistance, especially betalactam group. Quick and 
accurate detection is needed to determine the right antibiotic therapy for diabetic ulcer patients. The in 
vitro method that used is bacterial extraction with conventional kits and PCR (Polymerase Chain Reaction), 
but the success of PCR amplification is influenced by optimal annealing temperature in primary attachment 
process. Therefore, this study aims to optimize the annealing temperature to detect the mecA gene using a 
specific primer mecA gene forward 5'-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3 'and reverse 5'-
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3' using annealing temperature 55 ° C for 30 seconds and 60 ° 60 C for 
10 seconds. The results obtained that mecA gene in Staphylococcus aureus bacterial isolates of diabetic 
ulcer patients with a size of 533 bp using annealing temperature of 55 ° C for 30 seconds and no results 
were obtained at annealing temperature of 60 ° C for 10 seconds. 


















Resistensi antibiotik memiliki pengaruh terbesar 
terhadap kesehatan mansusia, setidaknya 2 juta 
orang terinfeksi oleh bakteri yang resisten 
terhadap antibiotik dan setidaknya 23.000 orang 
meninggal setiap tahun sebagai akibat langsung 
dari infeksi tersebut.(1) Menurut penelitian yang 
dilakukan oleh Clookson pada tahun 2016 
mengungkapkan bahwa di Asia Tenggara 
sebanyak 64% antibiotik dapat di beli tanpa 
menggunakan resep. Peresepan antibiotik di 
indonesia sebanyak 40-60% dinyatakan tidak 
tepat indikasi yang dapat menyebabkan 
resistensi. Resistensi didefinisikan sebagai 
ketahanan bakteri terhadap antibiotik sehingga 
penggunaan antibiotik tidak memberikan efek 
pada dosis lazimnya. (2) 
 Ulkus kaki adalah salah satu komplikasi 
utama diabetes melitus dimana pasien ulkus 
dikaki berisiko tinggi untuk amputasi dan 
kematian. Prevalensi pasien ulkus diabetik 
berkisar 41% didunia, peningkatan angka 
kematian yang diakibatkan resistensi sehingga 
infeksi tidak kunjung sembuh berkisar 13-40% 
setelah 1 tahun, 35%-65% setelah 3 tahun , dan 
39-80% setelah 5 tahun.(3) Menurut penelitian 
yang dilakukan oleh Agistia pada tahun 2017 
terdapat beberapa pada luka penderita ulkus 
dibetik diantaranya S.aureus (53%), Klebsiella 
spp (26%), Proteus mirabilis (11%), Escherichia 
coli (5%), dan Pseudomonas aeruginosa (5%) .(4) 
Pengobatan ulkus diabetikum yaitu dengan 
penggunaan antibiotik, salah satu antibiotik yang 
digunakan yaitu golongan ß-Lactam kelas 
penisilin yaitu amoksisilin.(5) Pada penelitian 
yang dilakukan oleh Galuh tahun 2014 resistensi 
terbesar pada pasien ulkus diabetik terjadi pada 
antibiotik amokisisilin yaitu 77%, diikuti dengan 
cefuroxime 62%,ciprofloxacin 38%, ceftazidim 
%, dan meropenem 3%. (6) Menurut penelitian 
yang dilakukan oleh Nurmala 2015 antibiotik 
amoksisilin di RSU Soedarso Pontianak memiliki 
resistensi sebesar 69%.(7)  
 Resistensi dapat dideteksi dengan cepat 
dan tepat dengan menggunakan metode Rapid 
Test Polymerase Chain Reaction (PCR) karena 
metode ini bisa mendapatkan  hasil dalam waktu 
2 sampai 4 jam dibandingkan dengan metode 
kultur tradisional yang membutuhkan waktu 
lebih dari 24 jam untuk mengidentifikasi gen 
mecA.(8) PCR merupakan suatu metode enzimatis 
untuk amplifikasi DNA dengan cara in vitro. 
Keunggulan PCR dikatakan sangat tinggi, hal 
didasarkan atas spesifitas , efisiensi dan 
keakuratannya dalam mendeteksi suatu gen. 
Salah satu dari PCR yang sering digunakan untuk 
mendeteksi gen resisten yaitu PCR konvensional 
dimana pendeteksian keberadaan DNA dilakukan 
pada akhir reaksi dengan menggunakan 
elektroforesis. (9)  Beberapa faktor yang 
menentukan dalam keberhasilan PCR 
diantaranya yaitu suhu yang digunakan dalam 
proses amplifikasi diantaranya 
denaturasi,annealing, dan ekstensi . Suhu 
penentu dalam proses amplifikasi yaitu proses 
  
penempelan primer pada suhu annealing dimana 
suhu yang tidak tepat dapat menyebabkan tidak 
terjadinya penempelan primer sehingga proses 
amplifikasi tidak akan berlangsung dengan 
baik.(10) Suhu annealing adalah suhu dimana 
primer akan menempel pada template DNA, 
besarnya suhu dapat dihitung berdasarkan nilai 
melting temperature (Tm) dari masing-masing 
primer. Pencarian kondisi optimal dari suhu 
annealing sangat penting, karena berikatan 
dengan spesifitas dan sensifitas produk PCR.(10) 
Penelitian ini bertujuan untuk melakukan 
optimasi pengaruh suhu annealing dari primer 
gen mecA pada bakteri Staphylococcus aureus 
terhadap keberhasilan pendeteksian gen. Sampel 
yang digunakan yaitu hasil isolat pasien ulkus 
diabetik yang akan dideteksi secara molekuler 
menggunakan metode  Polymerase Chain 
Reaction (PCR) yaitu suatu metode enzimatis 
untuk amplifikasi DNA dengan cara in vitro dan 
elektroforesis menggunakan gel agarosa sebagai 
penentu amplifikasi gen yang sesuai dengan 
target yang akan dideteksi.(11,12) Gen mecA pada 
S.aureus yang akan dideteksi menggunakan 
primer spesifik yang telah dirancang oleh Hamid 
pada tahun 2011.(13) 
Bahan dan Metode 
Penelitian ini menggunakan metode 
molekuler secara in vitro yaitu Polymerase Chain 
Reaction (PCR) konvensional  dan Bahan yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah kultur 
bakteri Staohylococcus aureus, primer reverse 
5’-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3’ dan 
primer forward 5’-
AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC- 3’ , GF-1 
Bacterial DNA Extraction Kit , Gel Agarose , 
DNA Ladder 50-500bp , DNA Ladder 100-10000 
bp,  Loading dye, Red Gel, Quantinova SYBR 
PCR Kit , Mueller Hinton Agar, Nutrien Broth , 
Aquades, Etanol Absolut, Buffer TAE . Tahapan 
penelitian yang dilakukan diantaranya isolasi 
bakteri Staphylococcus aureus, Ekstraksi DNA, 
Amplifikasi gen mecA dan Analisis hasil 
amplifikasi dengan elektroforesis agarosa. 
1. Isolasi Bakteri Staphylococcus aureus 
Isolasi dimulai dengan pembuatan media 
MHA ( Mueller Hinton Agar) . Media dibuat 
dalam petri dan agar miring. Gores bakteri pada 
media, lalu inkubasi selama 24 jam dengan suhu 
37°C. Tahap selanjutnya peremajaan bakteri, 
diambil kultur tunggal Staphylococcus aureus 
pada cawan petri dan digoreskan pada media agar 
miring, dan inkubasi selama 24 jam dengan suhu 
37°C. Tahap berikutnya yaitu penumbuhan 
bakteri pada media cair Nutrien Broth (NB). 
Selanjutnya diambil bakteri pada agar miring lalu 
dimasukan pada media cair lalu homogenkan, 
diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam. 
Kultur bakteri siap digunakan untuk tahap 
ekstraksi. 
2. Ekstraksi Bakteri 
Kultur bakteri Staphylococcus aureus dalam 
media cair diambil 1 µl  di masukkan kedalam 
tube PCR dan di sentrifugasi dengan kecepatan 
6000 rpm selama 2 menit. Pellet hasil sentrifugasi 
  
di ambil dan ditambahkan 100 µl buffer R1. 
Kemudian ditambahkan lysozyme /proteinase 
sebanyak 20 µl dan diinkubasi pada suhu 37˚C 
selama 20 menit untuk gram positif .Selanjutnya 
dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 10000 
rpm selama 3 menit dan di buang supernatant 
hasil sentrifugasi. Pellet di resuspensi dengan 180 
µl buffer R2 serta di tambahkan 20 µl proteinase 
K. Inkubasi dengan suhu 65°C selama 20 menit 
dan digojog setiap 5 menit. Ditambahkan buffer 
BG sebanyak 400 µl dan direplikasi dengan 
penambahan 440 µl buffer BG dan diinkubasi 
pada suhu 65˚C selama 10 menit. Setelah 
inkubasi selesai, ditambahkan etanol absolut 
sebanyak 200 µl. Pindahkan sampel ke kolom 
sebanyak 650 µl lalu sentrifugasi kembali dengan 
kecepatan 10000 rpm selama 1 menit. 
Selanjutnya kolom dicuci dengan 650 µl wash 
buffer dan disentrifugasi dengan kecepatan 10000 
rpm selama 1 menit, buang air yang tertampung. 
Sentrifugasi kembali kolom dengan kecepatan 
10000 rpm selama 1 menit. Terakhir pindahkan 
kolom kedalam mikrotube dan ditambahkan 100 
µl elution buffer TE .sentrifugasi dengan 
kecepatan 10000 rpm selama 1 menit. Simpan 
hasil ekstraksi dalam suhu 4 sampai -20˚C.(14) 
 
 
3. Amplifikasi Gen mecA 
Amplifikasi gen mecA dengan PCR 
menggunakan reagen Green PCR kit, yang 
merupakan reagen siap pakai. Tahap pertama 
dilakukan dengan mencampurkan SYBR Green 
PCR MasterMix 25µl, Primer forward dan 
reverse 3µl, Template DNA 5 µl, Deinozed water 
14µl didalam PCR tube.  Primer forward yang 
digunakan untuk gen mecA 5’-




Tabel 1.  Suhu   Amplifikasi  Gen mecA
Gen Tahapan PCR 
mecA (12) 





95ºC 30 detik 
55ºC 30 detik 
72ºC 60 detik 
Post ekstensi 72ºC 10 menit 
mecA(14) 





95ºC 5 detik 
60ºC 10 detik 
60ºC 10 detik 
Post ekstensi  72ºC 10 menit 
  
4. Analisis Hasil Amplifikasi dengan 
Elektroforesis Agarosa 
Timbang agarosa untuk membuat  
agarosa konsentrasi 1.5%.Dicampurkan dan 
dipanaskan hingga semua agarosa larut, 
ditambahkan pewarna gel red kemudian biarkan 
menghangat. (15,16) Siapkan ekstraksi DNA dan 
ditambahkan loading dye. Ambil sisiran pada gel, 
dan putar sisi gel. Masukkan ekstraksi DNA yang 
sudah di tambahkan loading dye kedalam sumur 
yang terbentuk secara hati-hati dan perlahan serta 
ladder pada bagian  sumur. Hubungkan alat 
elektroforesis tersebut dengan power supply yang 
telah diatur dengan voltase 100 volt selama 30 
menit.(17) Amati pita-pita yang terbentuk dengan 
menggunakan UV transluminator dan 
bandingkan dengan DNA ladder. 
Hasil dan Pembahasan 
Hasil penelitian pada isolasi bakteri 
Staphylococcus aureus didapat bakteri bewarna 
kuning keemasan, halus, dan berbentuk bundar. 
Dapat dilihat pada gambar 1 .
 
 
Gambar 1.  Hasil   Isolasi Bakteri S.aureus dengan media MHA 
 
Tahap ini dilakukan diawali dengan pemecahan 
dinding sel bakteri menggunakan buffer R1 dan 
R2, setelah itu dilakukan penambahan proteinase 
K yang berfungsi memotong-motong atau 
memutus ikatan peptida dari protein-protein dari 
sel bakteri tersebut , vortex agar pemutusan 
ikatan peptida tersebut lebih cepat terjadi langkah 
selanjutnya yaitu sentrifugasi yang berfungsi 
untuk memisahkan DNA dari pengotor sehingga 
DNA akan mengendap dibagian bawah tabung 
eppendorf  lalu diresuspensi pellet menggunakan 
buffer BG dan etanol yag berfungsi untuk 
mendenaturasi protein ,lalu pindahkan ke kolom 
yang telah disediakan oleh kit lalu dilakukan 
sentrifuge untuk memisahkan antara DNA dari 
pengotor .Setelah itu dilakukan penghilangan 
etanol menggunakan wash buffer untuk 
menghilangkan etanol karena jika etanol masih 
  
tersisa akan merusak DNA . Tahap akhir dalam 
pemurnian DNA yaitu pemberian elusi buffer 
yang berfungsi untuk mengelusi DNA sehingga 
dapat mengumpul pada bagian bawah tube. 
Ekstrak DNA sering kali terkontaminasi oleh 
RNA sehingga RNA dapat dipisahkan dari DNA 
ekstrak dengan cara pemberian RNAse.(18) 
 Hasil pada amplifikasi hasil ekstraksi 
DNA bakteri S.aureus digandakan 
menggunakan PCR dengan bahan dari 
Quantinova SYBR PCR Kit dimana terdiri dari 
beberapa bahan/komponen yang diperlukan 
untuk PCR seperti dNTPs,enzim 
polimerase,MgCl2 yang terdapat dalam PCR 
master mix . Primer yang digunakan yaitu primer 




Primer berfungsi sebagai pembatas fragmen 
DNA target yang akan diamplifikasi dan 
sekaligus menyediakan gugus hidroksi (-OH) 
pada ujung 3’ yang diperlukan untuk proses 
ekstensi DNA. Proses PCR dimulai dengan 
pemasukan PCR master mix ke dalam tube PCR 
sebanyak 25µl, Primer forward dan reverse 
masing-masing sebanyak 3 µl , Template DNA 
sebanyak 5 µl dan Deionized water 14 µl. Pada 
penelitian ini menggunakan suhu denaturasi 
95°C 30 detik , annealing 55°C 30 detik, 
ekstensi 72°C selama 5 menit dan suhu 
denaturasi 95°C 5 detik , annealing 60°C 10 
detik, ekstensi 72°C selama 10 detik.(12,14)  Hasil 
yang didapat yaitu pada suhu denaturasi 95°C 5 
detik , annealing 60°C 10 detik, ekstensi 72°C 
selama 10 detik tidak didapatkan hasil DNA 
yang terpisah pada saat proses pendeteksian 
dengan elektroforesis, hal ini dapat berpengaruh 
dari lamanya waktu yang digunakan dimana 
tahap denaturasi umumnya dilakukan selama 
30-90 detik,proses denaturasi yang terlalu lama 
akan menyebabkan rusaknya templat DNA 
sedangkan waktu yang terlalu pendek dapat 
menyebabkan proses denaturasi tidak 
sempurna.(19) Penentuan suhu annealing yaitu 
berdasarkan Tm primer forward dan reverse 
dimana Tm primer forward 53.20 dan reverse 
57.78  mecA dimana bahwa nilai Tm yang 
berada 50-60° masih dapat ditolerir apabila 
jumlah pasangan basa primer lebih dari 18 bp.(20) 
Suhu annealing yang baik yaitu ± 5 dari primer 
forward dan reverse .(20) %GC pada primer yang 
forward 40.91% dan reverse 50.0%. Persen GC 
sebaiknya berada pada rentang 40-60 % untuk 
mencapai ikatan spesifik. Primer dengan % GC 
yang rendah, dapat menurunkan efisiensi pada 
proses PCR yang disebabkan karena primer 
tidak mampu berkompetisi untuk menempel 
secara efektif pada template. Sedangkan primer 
dengan nilai % GC yang tinggi, dapat 
menyebabkan terbentuknya ikatan yang terlalu 
kuat antara primer dengan DNA target sehingga 
produk PCR yang dihasilkan rendah namun 
lebih spesifik. Hal ini disebabkan karena pada 
basa G dan C terdapat lebih banyak ikatan 
hidrogen di dalamnya (3 ikatan hidrogen).(21,22) 








dari ujung 3’ biasanya diakhir siklus PCR waktu 
yang digunakan untuk tahap ini diperpanjang 
sampai 5-10 menit sehingga seluruh produk 
PCR diharapkan terbentuk DNA untai ganda, 
kemudian hasil amplifikasi DNA akan dicek 
menggunakan elektroforesis untuk mengetahui 
keberhasilan dalam PCR dan panjang gen mecA 
yang telah di amplifikasi. Hasil pada suhu 
denaturasi 95°C 30 detik , annealing 55°C 30 
detik, ekstensi 72°C selama 5 menit didapatkan 
pita DNA pada ukuran 533 bp.Hasil 
elektroforesis DNA menunjukkan DNA dapat 
diisolasi dengan baik yang ditunjukkan dengan 
munculnya pita akan tetapi pita yang dihasulkan 
tipis mengindikasikan konsentrasi DNA yang 
dihasilkan kecil dan terdapat smear yang 
terbentuk. Smear menurut Mulyani 2011 dapat 
disebabkan dari sisa dari larutan-larutan yang 
masih terbawa selama proses isolasi atau juga 
dapat disebabkan masih terdapat protein dan 
RNA ,serta  dapat juga berupa DNA yang 
terdegradasi pada proses isolasi DNA.(20) Pita 
DNA yang didapat berada di kisaran 533 bp 
yang merupakan ukuran DNA dari gen resisten 
bakteri S.aureus yaitu mecA dengan urutan 
sekuens forward 5’-
AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC- 3’ dan 
reverse 5’-
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3’. 
Berikut adalah hasil dari elektroforesis dari gen 
mecA menggunakan suhu denaturasi 95°C 30 
detik , annealing 55°C 30 detik, ekstensi 72°C 
selama 5 menit.(12) : 
 
    A       B   C                                                             D   
Gambar 2. Hasil elektroforesis 30 menit gen mecA S.aureus menggunakan suhu denaturasi 95°C 30 detik 
, annealing 55°C 30 detik, ekstensi 72°C selama 5 menit. Keterangan : (A) Ladder Kappa  100-10.000 bp; 
(B)  Ladder Norgen  50-500 bp; (C) Kontrol   Negatif milQ water; (D) gen mecA 





                               A       B   C                                                             D   
Gambar 3. Hasil elektroforesis 60 menit gen mecA S.aureus menggunakan suhu denaturasi 95°C 30 detik 
, annealing 55°C 30 detik, ekstensi 72°C selama 5 menit. Keterangan : (A) Ladder Kappa  100-10.000 bp; 
(B)  Ladder Norgen  50-500 bp; (C) Kontrol   Negatif milQ water; (D) gen mecA 
 
Hasil ini didukung oleh penelitian yang dilakukan 
Pournajaf (2014) dimana sebanyak 126 (94,7%) 
isolat memiliki gen mecA dengan ukuran 533 
bp.(23) Penelitian Ruban (2017) juga mendapatkan 
bahwa panjang gen mecA dari MRSA dengan 
ukuran 533 bp.(24) Hasil serupa juga didapatkan 
pada penelitian Al-Ruaily dan Khalil (2011), 
terdapat 13 isolat S.aureus yang memiliki gen 
mecA dengan ukuran 533 bp.(25)  
Kesimpulan 
 Berdasarkan hasil penelitian diatas dapat 
disimpulkan hasil amplifikasi berhasil dilakukan 
menggunakan suhu denaturasi 95°C 30 detik , 
annealing 55°C 30 detik, ekstensi 72°C selama 5 
menit dengan pita berukuran 533 bp sedangkan 
pada dan suhu denaturasi 95°C 5 detik , 
annealing 60°C 10 detik, ekstensi 72°C selama 
10 detik DNA tidak terampifikasi hal ini dapat 
disebabkan oleh suhu yang terlalu tinggi serta  
 
 
waktu yang digunakan sangat singkat sehingga 
proses amplifikasi tidak berjalan dengan baik. 
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